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摘要 : 为 揭示 蝶 肾 金 小 蜂 Pieromalus puparum Mhl AF ER AD Yk Pieris rapae 血细胞 人 免疫 反应 的 分 子 机 制 , 元 隆 了 菜 粉 
DR ULSI A WISE BRR AF Re EE cDNA, 并 人 研究 了 蝶 肾 金 小 蜂 寄生 对 其 转录 水 平 的 影响 。 结 果 显 示 : 菜 粉 
TR LZ A cDNA ORF 为 1 131 bp, 编码 377 aa, 预测 分 子 量 为 41.78 kDa, pl 为 5.29, 与 其 他 昆虫 肌 动 蛋 日 的 相似 
性 非常 高 , 在 90% 以 上 。 氨 基 酸 组 成 特点 和 系统 进化 分 析 表 明 ，, 元 隆 到 的 菜 粉 蝶 肌 动 蛋 白 基 因 属 细胞 质 型 肌 动 蛋 
Ho See ARR RAF cDNA 全 长 为 1 243 bp, ORF 为 447 bp, 编码 149 aa, 预测 分 子 量 为 16.97 kDa, pI 为 
7.11, 5R# Bombyx mori, HWA K Tribolium castaneum、 意 大 利 蜜蜂 Apis mellifera PU R HT Fe HL Maconellicoccus 
hirsutus HLJ E HRAT BY EE PE 97% , 87% , 89% 和 72% . SEAT WS BA cDNA 全 长 为 1 757 bp, ORF 
为 1 344 bp, 编码 448 aa, 预测 分 子 量 为 50.38 kDa, pl 44.86, GAA B MAE 1, 2, 3 和 4 的 相似 性 分 别 为 
97% , 97% , 87% 和 93% 。 系 统 进 化 分 析 表 明 ， 殉 隆 到 的 菜 粉 蝶 微 管 蛋 日 基因 属 B AMERA. RT-PCR 分 析 表 明 ， 
蝶 肾 金 小 蜂 寄 生 能 抑制 肌 动 蛋白 、 肌 动 蛋 日 解 聚 因子 及 微 管 和 蛋白 基因 在 菜 粉 蝶 肾 血细胞 中 的 转录 水 平 。 由 此 推断 蝶 
肾 金 小 蜂 调控 寄主 血细胞 骨架 相关 和 蛋 晶 基因 的 转录 是 该 蜂 抑 制 寄 主 血细胞 免疫 反应 的 分 子 机 制 之 一 。 
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Transcriptional changes of cytoskeleton related proteins of Pieris rapae 
(Lepidoptera. Pieridae) after parasitization by the endoparasitoid wasp 


Pteromalus puparum (Hymenoptera: Pteromalidae ) 

ZHU Jia-Ying’” , YE Gong-Yin’’* , FANG Qi’, LI Yan-Min’, HU Cui (1. Institute of Insect Sciences, 
Zhejiang University, Hangzhou 310029, China; 2. Key Laboratory of Forest Disaster Warning and Control 
of Yunnan Province, Faculty of Conservation Biology, Southwest Forestry University, Kunming 650224 , 
China ) 

Abstract: To reveal the molecular mechanism of cellular immune response of Pieris rapae suppressed by 
Pteromalus puparum, the cDNAs of actin, actin depolymerisation factor and tubulin from P. rapae were 
cloned and their transcription regulated by parasitization of P. puparum was investigated. The results 
indicated that P. rapae actin cDNA contained an open reading frame of 1 131 bp encoding for 377 amino 
acid residues with the predicted molecular mass and pl of 41.78 kDa and 5.29, respectively. The homology 
of P. rapae actin with other insect actins was greater than 90% in amino acids. P. rapae actin was 
classified as the cytoplasmic type by absence of muscle-specific amino acids and phylogenetic tree analysis. 
The 1 243 bp cDNA sequence of P. rapae actin depolymerisation factor contained an open reading frame of 
447 bp encoding a neutral (pI 7.11) protein of 149 amino acids with a predicted molecular mass of 16. 97 
kDa, sharing 97% , 87% , 89% and 72% homology with the homologous sequences of Bombyx mori, 
Tribolium castaneum, Apis mellifera and Maconellicoccus hirsutus, respectively. Nucleotide sequence 
analysis of P. rapae tubulin showed the full length cDNA of 1 757 bp with the open reading frame of 1 344 
bp encoding a protein of 448 amino acids with a predicted molecular weight of 50.38 kDa and a pl of 4. 86. 
The cDNA-deduced amino acid sequence of P. rapae tubulin showed 97% , 97% , 87% and 93% 
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homology with that of B. mori beta-tubulin 1, 2, 3 and 4, respectively. P. rapae tubulin was classified as 


beta type by phylogenetic evolution analysis. The RT-PCR analysis showed that P. rapae actin, actin 


depolymerisation factor and tubulin genes were all affected by P. puparum parasitization, as indicated by 


decreased transcription. It is so inferred that the molecular mechanism of cellular immune response of P. 


rapae inhibited by P. puparum might be the result of the expression of cytoskeleton related protein genes of 


P. rapae regulated by P. puparum. 


Key words: Pteromalus puparum; Pieris rapae; 


transcriptional regulation 


在 寄生 蜂 调 控 寄主 血细胞 免疫 机 制 的 研究 中 ， 
发 现 某 些 寄生 蜂 的 寄生 因子 能 破坏 寄主 血细胞 的 细 
胞 骨 织 以 攻克 其 细胞 免疫 反应 ， 如 : 索 诡 拉 齿 展 姬 
i Campoletis sonorensis 的 毒液 和 卵巢 和 恒 日 能 通过 破 
WA ENA BF BL Heliothis virescens 浆 血 细胞 和 颗粒 
血细胞 的 细胞 骨架 来 抑制 寄主 的 包 时 反应 ( Webb 
and Luckhart, 1994) ; 322) HEIA ZIL A AU TE IE Cotesia 
rubecula 的 多 分 DNA 病毒 (polydnavirus ，PDYV ) 能 使 
ay ESCM HE Pieris rapae 血细胞 的 肌 动 蛋 日 丝 不 能 
正常 集聚 以 不 能 形成 正常 的 细胞 骨架 从 而 失去 免疫 
功能 (Asgari et al., 1997); i fp tihi Eulophus 
pennicornis X E RE M Fill FE it AIR Lacanobia oleracea 
幼虫 浆 血 细胞 微 丝 的 形成 和 粘 附 从 而 破坏 其 细胞 骨 
AR ( Richards and Edwards, 2002); 2% HH HE C. 
congregate 的 PDV 能 破坏 烟草 天 蛾 Manduca sexta 的 
血细胞 骨架 (Amaya et al., 2005) ; 双 斑 侧 沟 草 蜂 
Microplitis bicoloratus PDV 基因 的 表达 产物 能 破坏 
Hid 细胞 系 的 细胞 骨架 (Luo and Pang, 2006). 4H 
胞 骨架 , 指 真 核 细胞 中 的 蛋白 纤维 网 染 体 系 ， 由 微 
丝 、 微 管 和 中 间 纤 维 组 成 的 三 维 网 状 动 态 结构 , 在 
维持 细胞 形态 及 运动 方面 起 至 关 重 要 的 作用 , 具有 
调节 细胞 通道 蛋白 的 作用 , 是 细胞 生命 活动 中 多 种 
调节 信号 介 体 , 与 细胞 分 裂 、 分 化 、 凋 亡 、 生 长 等 密 
YJ] #4 XÆ (Dudek and Garcia, 2001; Chang and 
Goldman, 2004; Revenu et al., 2004; Prasain and 
Stevens, 2009), (X22 (microfilament) ,由 肌 动 蛋白 
组 成 , AK PSA 22, MEH (actin), A 
核 生 物 中 一 类 高 度 保 守 的 蛋 日 , 首先 发 现 于 肌 细 胞 
F, 后 研究 表明 广泛 存在 于 非 肌 细胞 中 ,主要 存在 
于 细胞 质 中 (Small et al., 1998; Papakonstanti and 
Stournaras, 2008) 。 肌 动 和 蛋白 的 集聚 过 程 受 多 种 
子 调控 , 其 中 最 重要 的 是 肌 动 重 日 解 罕 因子 (actin 
depolymerisation factor, ADF) ( Maciver and Hussey, 
2002; Van Troys et al., 2008), IAE (microtubule ) , 
真 核 细 胞 所 独 有 并 普遍 存在 的 结构 ,为 细胞 内 的 主 


actin; actin depolymerisation factor; tubulin ; 


要 文 架 , 与 细胞 内 物质 运输 紧密 相关 , 构成 微 管 的 
主要 和 蛋 日 为 具有 a 和 B AARM E H (tubulin) 
( Apodaca, 2001; Disanza and Scita, 2008 ) 。 中 间 纤 
维 (intermediate flament) ， 直 径 介 于 微 管 与 微 丝 之 
H, 成 分 主要 有 和 角 蛋 日 波形 和 异 日 、 结 蛋 昌 和 神经 纤 
维 重 日 等 一 类 形态 相似 而 化 学 组 成 上 有 明显 差异 的 
EHM, Be ot Eik A Gk E g AR ( Chang and 
Goldman, 2004; Prasain and Stevens, 2009), 。 寄 生 
We Dor BE DD ay E IM 8, 那么 它 很 有 可 能 是 
i a 28 Sy A aR TR EA BY FETA SB, 
而 且 在 个 别 有 关 寄生 蜂 能 调控 寄主 血细胞 免疫 反应 
的 研究 中 已 有 报道 (Wertheim et al., 2005; Barat- 
Houari et al., 2006; Luo and Pang, 2006a, 2006b) 。 

张 忠 等 (2004) 和 Cai 等 (2004 ) 研究 表明 , WiN 
金 小 蜂 Pteromalus puparum 寄生 能 显著 抑制 其 寄主 
末 粉 蝶 肾 血细胞 ( 浆 血 细胞 和 颗粒 血细胞 ) 的 延展 
MERER, 并 导致 血细胞 的 死亡 。 为 了 人 研究 蝶 肾 
金 小 蜂 在 攻克 寄主 羔 粉 蝶 的 细胞 免疫 反应 中 是 否 能 
调控 寄主 血细胞 骨架 相关 和 借 晶 基因, RIE T 
Re A Loh a A Lh BE A SE BS A Re i FEY 
cDNA 序列 , 分 析 了 蝶 肾 金 小 蜂 寄 生 对 这 些 基因 转 
录 的 影 啊 。 
1 材料 与 方法 
1.1 ith 

蝶 晴 金 小 蜂 系 本 实验 室 继 代 人 饲养 种 群 ,， 目 1998 
年 饲养 至 今 ( Cai et w/.，2004 ) 。 利 用 大 棚 内 饲养 的 
菜 粉 蝶 肾 作为 该 蜂 的 寄主 。 寄 生 后 的 菜 粉 蝶 肾 放 入 
1.8 em x 8.2 em 的 指 形 管内 , 每 管 1 k, ATA 
候 室内 (温度 25 上 1% ，RH 75%， 光 周期 L: D = 
14: 10) 人 饲养 , 并 定期 观察 寄生 蜂 的 发 育 进度 。 待 子 
蜂 羽 化 ,收集 成 蜂 于 大 玻璃 管 (50 mm x 230 mm) 
中 , 用 苹 透 20% 蜂蜜 水 的 脱脂 棉 球 以 提供 营养 , 供 
作 各 试验 用 蜂 。 

沫 粉 蝶 采 目 杭 州 郊 区 ,成 虫 置 于 室外 放 有 盆栽 


8 期 朱 家 颖 等 : WEE AF AE TSS RF HR A A EA FS S E 833 


甘蓝 的 产 卵 党 (3m x 2m x3m API, 产 卵 党 
DU yal ie 80 目 尼 龙 纱 , ET I FH EN A EI 
化 。 幼 虫 线 化 后 仍 留 在 盆栽 甘蓝 上 取 食 , 生长 至 3 
龄 时 收集 到 人 工 气 候 室内 继续 以 甘蓝 叶片 饲养 , 直 
EVAT 
1.2 寄生 

KERE HS) E ER A A FG E (1. 8 cm x 
8.2 cm) 内, 每 管 1 头 , 然后 接 入 羽化 后 3 d HE È 
分 交配 的 蝶 晴 金 小 蜂 雌 蜂 1 涉 ， 以 棉花 塞 口 ,观察 
并 标记 被 寄生 的 肾 ， 寄 生 晴 置 于 人 工 气候 室内 (25 
+ 1C, RH 75%, L:D =14:10) 保 育 。 
1.3 血细胞 收集 

于 寄生 0,4,8, 12, 16, 24, 36, 48h 后 , RF 
生 和 未 寄生 茉 粉 蝶 晴 血 淋 巴 ， 置 于 预先 加 有 少量 验 
基 硫 脲 晶体 的 Eppendorf 管 中 。 每 一 对 照 和 处 理 各 
收集 3 管 , 每 管 收 集 S 头 晴 的 血 淋 巴 ,每 管 为 一 个 
重复 。 收 集 的 血 淋 巴 于 4Y ,200 g 离心 5 min, 去 
除 上 清 ， 即 得 血细胞 。 
1.4 RNA 抽 提 

采用 Trizol( Invitrogen) 一 步 法 提取 寄生 与 未 寄 
生菜 粉 蝶 肾 血细胞 总 RNA。 上 有 具体 操作 步骤 如 下 : 
(1) 在 组 织 样 品 中 加 入 1 mL Trizol, wk EA; 
(2) 室 温 放置 5 min 后 , 加 入 0.2 mL AD, 剧烈 震 
5 15 s， 室 温 静 置 5 min, 4C, 12 000 g 离心 
15 min; (3) 取 上 清 于 新 的 离心 管 中 , 加 入 0.5 mL 
PAE, 室温 静 置 10 min 后 , 4C, 12 000 g 离心 
10 min; (4) 弃 去 上 清 , 加 入 1 mL75% 的 乙醇 ， 混 
5J, 4C ,7500g 离 心 S min; (5) 弃 去 上 清 , 室温 干 
eS ~10 min 后 将 RNA 样品 溶解 在 DEPC 水 中 。 总 
RNA 抽 提 后 , pal Fe bop EE ETT AL FA BE 
Hel oe ie HK Ae EA RNA 的 质量 。 
1.5 PCR 和 RACE 

以 血细胞 总 RNA 为 模板 ,用 SMART™ RACE 
cDNA Amplification Kit ( Clontech )， 合 成 5’ RACE 
cDNA 模板 。 根 据 已 报道 的 昆虫 肌 动 重 白 基因 核酸 序 
列 , 在 该 基因 起 始 密 码 子 和 终止 密码 子 位 置 设计 人 简 并 
引物 (5’-ATGTGCGACGAVGAWGTTGCHGCG-3') 和 (5”- 
TTAGAAGCACTTCCTGTGBACRAT-3’), VI RACE cDNA 
为 模板 ，PCR PIHA ERDE A EA IP a Del TE 
框 序列 。PCR 反应 和 条件: 94°C 预 变性 3 min 后 开始 
如 下 循环 ; 94°C 变性 30 s, 55€ 退火 30 s, 72C HE 
伸 1 min; 30 个 循环 72% 延伸 10 min。 根 据 本 实验 
室 对 采 粉 蝶 血 细胞 cDNA 文库 小 批量 测序 获得 的 肌 


动 重 日 解 聚 因 了 于 和 微 管 重 日 基因 的 3 端 部 分 序列 ， 
BEIT WL SIAE A R A TAME EC BY 5 RACE 引 
物 ( 5’-TCAGTAAAGCCAACCAAACCATCTCGTC-3’ 
和 ( 5’-TTCGTTGTCAATACAGTATGTTTCGTCT-3’ ) , 
结合 RACE 试剂 盒 中 的 UPM 5|# (Universal Primer 
A Mix, UPM), PCR 扩 增 获得 这 两 个 基因 的 5' 端 序 
列 。PCR 反应 条 件 : 94% 预 变 性 3 min 后 开始 如 下 
循环 ; 94°C 变性 30 s, 64% 退火 30 s, 72% 延伸 1 
min; 30 个 循环 后 72% 延伸 10 min。PCR 采用 
Advantage 2 PCR Kit (Clontech), PCR 产物 经 1% 
Dy His We BE BC E Yk, AxyAprep DNA 凝 胶 回 收 试 剂 盒 
(Biosciences ) [A] We, ot ME A pGEM®-T-easy 载体 
(Promega) ,转化 感受 态 大 肠 杆菌 DH5a 后 进行 
测序 。 

序列 比 对 采用 BLASTX( Altschul et al., 1997) , 
言 号 肽 分 析 采 用 SignalP 3. 0 ( Bendtsen et al., 
2004) , 和 蛋 日 质 序列 的 多 重 联 配 分 析 采 用 CLUSTAL 
X version 1. 83 (Thompson et al., 1997) , 结构 域 预 测 
采用 Motifscan( Hulo et al., 2008) , 进化 树 的 构建 采 
用 MEGA4 (Tamura et al., 2007 ) ,所 用 到 的 肌 动 和 蛋 
日 和 微 管 重 白 序列 分 别 见 表 1 和 表 2。 
1.6 RT-PCR 

分 别 抽 提 寄生 和 未 寄生 0, 4, 8, 12, 16, 24, 
36, 48 h 的 菜 粉 蝶 肾 血细胞 总 RNA, 把 每 个 时 间 段 
的 总 RNA 量 定 为 一 致 ， 用 RQI RNase-free DNase 
( Promega) 去 除 总 RNA 中 的 DNA, RevertAid™ First 
Strand cDNA Synthesis Kit (MBI, Fermentas ) 合成 
RT-PCR cDNA #242. WIT WIE A SI (IE :5’- 
CAGTGCAACTGGTATGGCTAC-3’; 反 同 :5'-ACCTA 
GTGAGGCTCCAAGTGT-3') 、 肌 动人 蛋白 解 聚 因子 引 
#7 ( IE [a]: 5’-GTTTGGTTGGCTTTACTGATA-3’, R 
[a] :5’-CGCTTATACCGAGTGTATTTC-3’ ) MAE EH 
5 [99 (IE [ey] :5’-CCACCTTCATCGGTAACTCCA-3’; Fz 
[a] :5’-CTCGTGCTCTTGTTCCTCGTC-3’) ， 对 它们 在 
某 粉 蝶 晴 血细胞 中 的 转录 水 平 进 行 半 和 定量 RT-PCR 
分 析 。PCR 反应 条 件 : 94°C 预 变性 3 min 后 开始 如 
下 循环 ; 94°C ASHE 30 s, 50 退火 30 s, 72°C 延伸 
1 min; 30 个 循环 后 72°C 延伸 10 min。 以 菜 粉 蝶 
18S RNA 为 内 参 (GenBank 登录 号 AY631858), 5| 
物 为 ( 正 同 :5'-CAGTGATGGGATGAGTGCTTT-3'; 反 
[a] : 5’-TACGCTATTGGAGCTGGAATT-3’) , 1% RAK 
糖 凝 胶 检 测 电 泳 结果 。 
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R1 构建 分 子 树 的 肌 动 蛋白 基因 序列 及 外 群 序列 


Table 1 Actin and outgroup sequences used to construct molecular evolution tree 


物种 重 白 名 称 

Species Protein 

Aedes aegypti Actin 

A. aegypti Muscle-specific actin 2 
A. aegypti Muscle-specific actin 3 
A. aegypti Actin 5 

A. aegypti Actin 6 

Bombyx mori Actin Al 

B. mori Actin A2 

B. mori Actin A3 

B. mori Actin A4 


Drosophila melanogaster Actin 5C 


D. melanogaster Actin 88F 
D. melanogaster Actin 79B 
D. melanogaster Actin 42A 
D. melanogaster Actin 57B 
D. melanogaster Actin 87E 
Arabidopsis thaliana Actin 





缩写 GenBank 登录 号 
Abbreviation GenBank accession no. 
AaeAct AAA62350 
AaeAct2 AAQ24506 
AaeAct3 AAQ24507 
AaeAct5 AAY81972 
AaeAct6 AAZ31061 
BmoActAl NP_001119724 
BmoActA2 NP_001119725 
BmoActA3 NP_001119726 
BmoActA4 NP_001119727 
DmeAct5C NP_511052 
DmeAct88F NP_524367 
DmeAct79B NP_524210 
DmeAct42.A NP_523625 
DmeAct57B NP_523800 
DmeAct87E NP_477091 
AthAct AAA98561 


R2 构建 分 子 树 的 微 管 蛋白 基因 序列 及 外 群 序列 


Table 2 Tubulin and outgroup sequences used to construct molecular evolution tree 


物种 和 蛋白 名 称 


Species Protein 


Alpha-tubulin 1 


Bombyx mori 


B. mori Alpha-tubulin 2 
B. mori Alpha-tubulin 3 
B. mori Beta-tubulin 1 
B. mori Beta-tubulin 2 
B. mori Beta-tubulin 3 
B. mori Beta-tubulin 4 


Arabidopsis thaliana Tubulin beta-9 chain 


2 结果 与 分 析 


2.1 基因 克隆 及 序列 分 析 

克隆 获得 荣 粉 蝶 肌 动 蛋 日 基因 , 其 ORF 长 为 1 131 
bp, 编码 377 aa, 预测 蛋白 分 子 量 41. 78 kDa, 
pI 5.29, fit 4 W PraAct, GenBank 登录 号 
FJ905300, SignalP 分 析 发 现 , 该 蛋白 中 不 存在 信号 
肽 序列 。Meotifscan 分 析 发 现 , AMADEA cDNA Fe 


缩写 GenBank 登录 号 
Abbreviation GenBank accession no. 
BmoATubl BAB86849 

BmoATub2 BAB86850 

BmoATub3 BAB86851 

BmoBTubl BAB86852 

BmoBTub2 BAB86853 

BmoBTub3 BAB86854 

BmoBTub4 BAB86855 

AthBTub CAB79089 


列 中 存在 1 个 N- 糖 基 化 位 点 (NGSG “ ) , 1 个 依赖 
F cAMP 或 cGMP 的 和 蛋 日 激酶 磋 酸 化 位 ， 
(RKYS™”), 4 个 酪 蛋白 激酶 I 磷酸 化 位 ， 
( TNWD??! TTA RF 3-206 SSLE?? 78 和 SKOE ) , 
8 个 N-G Se AEM E (GSGMCK*”® , GVMVGM** , 
GOQKDSY*™ , GIVTNW”® , GVSHTV’"™ , 
GOVITI’**" | GMEACG””*”* #] GSILAS”), 4 个 
蛋白 激酶 C ER tk fiz A ( TLK’®, SCR, 
TER" FL TMK"), 2 个 酷 氨 酸 激酶 磷酸 化 位 点 


YY 
YY 
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(KILTERGY ”和 RDIKEKLCY?™ =") , 3 个 典型 的 


肌 动 蛋白 家 族 结 构 域 (YYGDEAQSKRG™™， 
WISKQEYDE™“ 和 LLTEAPLNPKANR“")。 莱 粉 


蝶 肌 动 重 白 PraAct 基因 与 其 他 昆虫 肌 动 重 白 基因 的 
相似 性 非常 高 , 与 BmoActA4, DmeActSC, AaeAct5, 
BmoActAl, AaeAct2 和 DmeActS7B 的 相似 性 分 别 为 
99% , 99% , 98% , 96% , 96% 和 95% (图 1)。 利 用 





来 自家 看 Bombyx mori, Œ fg R WA Drosophila 
melanogaster IR NAF WC Aedes aegypti 的 细胞 质 型 肌 
动 蛋 日 以 及 肌肉 肌 动 蛋白 氨基 酸 序 列 构建 的 分 子 进 
化 树 如 图 2 所 示 。 进 化 分 析 表 明 , 细胞 质 型 肌 动 重 
白 和 肌肉 肌 动 蛋白 分 别 聚 为 一 个 家 族 , 克隆 到 的 菜 
Ay VLA AS H R EUAN Ae Je LA AAP o 





BmoActA4 63 
DmeAct5C 63 
PraAct 63 
AaeActs5 63 
BmoActAl 63 
AaeAct2 63 
DmeAct57B Wke D ER LVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQOKDSYVGDEAQSKR 63 
BmoActA4 TENTPAMYVATQAVLSLYASGRITGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHATLRLDLAGRDLTDY 189 
DmeAct5C TFNTPAMYVATQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHATLRLDLAGRDLTDY 189 
PraAct TENTPAMYVATQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHATLRLDLAGRDLTDY 189 
AaeAct5 TPNSPAMYVATQAVLSLYASGRTITGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHATLRLDLAGRDLTDY 189 
BmoActAl TFNSPAMYVATQAVLSLYASGRTITGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHATLRLDLAGRDLTDY 189 
AaeAct2 TFNSPAMYVATQAVLSLYASGRTITGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHATLRLDLAGRDLTDY 189 
DmeAct57B TFNS PAMYVATQAVLSLYASGRITGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHATLRLDLAGRDLTDY 189 
BmoActA4 126 
DmeAct5C 126 
PraAct 126 
AaeAct5 126 
BmoActAl 126 
AaeAct2 126 
DmeAct57B - 126 
BmoActA4 LMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAAMSSSLEKSYELPDGVITIG 252 
DmeAct5C 252 
PraAct 252 
AaeAct5 252 
BmoActAl 252 
AaeAct2 252 
DmeAct57B 252 
BmoActA4 7 LFQPSFLGMER WYNS IMKCDVDIRKDLYAN] VLSGGTTMYPGIADRMQ 315 
DmeAct5C mYNSTMKCDVDIRKDLYA LSGGTTMYPGIADRMQ 315 
PraAct BYNSTMKCDVDIRKDLYA LSGGTTMYPGTADRMQ 315 
AaeAct5 MYNSTMKCDVDIRKDLYA LSGGTTMYPGIADRMQ 315 
BmoActAl WMYNSIMKCDVDIRKDLYA MSGGTTMYPGIADRMQ 315 
AaeAct2 YNSIMKCDVDIRKDLYA | MSGGTTMYPGTADRMQ 315 
DmeAct57B YNS IMKCDVDIRKDLYANWVMSGGTTMYPGIADRMQ 315 
BmoActA4 376 

DmeAct5c APSTMKIKITAPPERKYSVWIGGSILASLSTFOQQMWISKQOEYDESGPRIVHRKCF 376 

PraAct APSTMKIKITAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPMIVHRKCF 376 

AaeAct5 APSTMKIKITAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 376 

BmoActAl APSTIKIKITAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKEEYDESGP@IVHRKCF 376 

AaeAct2 APSTIKIKITAPPERKYSVWIGGSILASLSTFOOMWISKEEYDESGP@IVHRKCF 376 


DmeAct57B KEI TRILAPSTIKIKI IAPPERKYSVWIGGSILASLSTFOOMWISKEEYDESGP@I VHRKCF 376 


图 1 Se AR ARE AIR FL hE A AER LET 


Fig. 1 





Amino acid sequence alignment of actins from Pieris rapae, Bombyx mori, Drosophila melanogaster and Aedes aegypti 


BmoActA4, DmeActSC, AaeAct5S:; 细胞 质 型 肌 动 蛋白 Cytoplasmic actins; BmoActAl, AaeAct2, DmeAct57B: 肌肉 型 肌 动 蛋白 Muscle actins. 缩写 
及 基因 序列 信息 见 表 1 Abbreviations and sequence sources as in Table 1. 图 2 E] The same for Fig. 2. 
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34 


64 


70 
58 
41 


41 


64 BmoActA1 
32 AaeAct2 
AaeAct6 
DmeAct57B I 
re: 
71 DmeAct87E RE 
AaeAct RS 
Ha 
5 
DmeAct79B £ = 
17 BmoActA2 
36 DmeAct88F 
AaeAct3 
AaeAct5 
PraAct rm i= 
Q 
ine] 
DmeAct42A i 2 
z 
BmoActA3 R 4 
© 
BmoActA4 = = 
50 DmeAct5C 
AthAct 


图 2 See Woe A SAE E R A Ee dT 


Fig. 2 Phylogenetic relationships between Pieris rapae actin and those of other species 
AthAct 为 外 和 群 。AthAct was used as the outgroup. 


EISER BR WL EB eR AIF cDNA, 其 
全 长 为 1243 bp, ORF 为 447 bp, 编码 149 aa, 预测 
和 蛋白 分 子 量 16.97 kDa, pl 7.11, 3 和 5$" 端 非 编码 
序列 分 别 为 78 bp Al 719 bp, GenBank 登录 号 
FJ905301。SignalP 分 析 发 现 , 该 蛋白 没有 信号 上 肽 序 
列 。Motifsacn 分 析 发 现 , 该 重 日 中 存在 5 TREKS 
激酶 TL 磷酸 化 位 点 (TVSD”, TTYE® , TVGE*™ ， 
SSFDlo22 和 SSQE) ，3 个 N-E BE BEAL AYR 
(GVTVSD*’, GTGECR®® f GTSEAS™*), 3 个 蛋 
白 激 酶 C 磷酸 化 位 点 ( SKK", TAK Ail 
TDR’) 。 菜 粉 蝶 肌 动 蛋白 解 聚 因子 与 其 他 物种 
肌 动 蛋白 解 聚 因子 的 相似 性 较 高 ， 与 家 和 硬 B. mori, 
IWAK Tribolium castaneum, 意大利 蜜蜂 Apis 
mellifera 和 桑 粉 介壳 虫 Maconellicoccus hirsutus 的 相 
似 性 分 别 为 97% , 87% , 89% Fl 72% (图 3)。 

Oe BE HS Bll SE hy RME EA cDNA, 其 全 长 为 
1 757 bp, ORF 为 1 344 bp, 编码 448 aa, 预测 和 蛋白 
分 子 量 50. 38 kDa, pl 4.86, 3’ Al 5" 端 非 编码 序列 分 
别 为 69 bp 和 345 bp, 命名 为 PraTub ,GenBank 登录 号 
FJ905302, SignalP 分 析 发 现 , 该 蛋白 没有 信号 肽 序列 。 


Motifsacn 分 析 发 现 , ZER PFE 3 个 N- 糖 基 化 位 点 
(N ATLAS , NSS y 3734 和 NST 4370-373 ) 1 个 依 Hii F 
cAMP 或 cGMP 的 蛋白 激酶 磷酸 化 位 点 (KRIS™”) ,7 
个 酷 重 白 激酶 I 磷酸 化 位 点 (SVLD““, TVVE S, 
TYCD 和 2 , TVPE? S? , SMKE?23 TE AESP 和 
TADE”), 9 个 N- 豆 翘 酰 化 位 点 (CQCCNQ  …， 
GIDPTG”™ , GTLDSV”” , GQSGAG?™ , GGGTGS'’** | 
GVTTCL””™ | COLNAD“™ , GLKMAA*”* #1] GNSTA 
re"), 6 个 蛋白 激酶 C 磷酸 化 位 点 (SVR “， 
SPK" , SVR! , TVK , TSR” FA SMK 一 ”) , 
1 个 B EME E A ARIK ( GGGTGSG™" ), 1 
个 B 型 微 管 蛋 白 mRNA 自 调控 信号 (MREI™)。 菜 
粉皮 微 管 蛋 日 与 其 他 物种 微 管 蛋 白 的 相似 性 极其 
高 ， 与 BmoBTubl, BmoBTub2, BmoBTub3 和 
BmoBTub4 的 相似 性 分 别 为 97% , 97% , 87% 和 
93% (图 4)。 利 用 来 自家 看 的 a 和 人 B 两 型 微 管 蛋 日 
和 菜 粉 蝶 微 管 重 白 序列 进行 分 子 进化 分 析 , 构建 的 
分 子 进化 树 如 图 5 所 示 。a 和 B 两 型 微 管 重 日 各 日 
聚 为 一 个 家 族 , 菜 粉 蝶 微 管 蛋 日 与 BmoBTubl 的 进 
化 最 近 , JE B AMERA. 
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P. rapae 55 
B. mori 55 
T. castaneum 55 
A. mellifera 55 
M.hirsutus 25 
P. rapae | VKKKMLYSSS 110 
B. mori 110 
T. castaneum 110 
A. mellifera 110 
M.hirsutus 110 
P. rapae 

B. mori 


T. castaneum 
A. mellifera 
M.hirsutus 





图 3 RØR KA DRI A ARAE EMRIT EE HARA TAERA EX} 
Fig. 3 Amino acid alignment of actin depolymerisation factor in Bombyx mori, Tribolium castaneum , 


Apis mellifera and Maconellicoccus hirsutus 
各 蛋白 序列 登录 号 信息 如 下 The accession numbers for the protein sequences are as follows; 44 Bombyx mori ( NP_001093278), RWE K 
Tribolium castaneum (XP_968178) ,意大利 蜜蜂 Apis mellifera (XP_001120072) , HSER Maconellicoccus hirsutus ( ABM55541 ) . 


ap 























PraTub SDLOLERI[ 60 
BmoBTub1 60 
BmoBTub2 60 
BmoBTub4 60 
BmoBTub3 v | 66 
PraTub PRATLVDLEPGTL r 126 
BmoBTub1 PRAILVDLEPGTM 126 
BmoBTub2 PRAILVDLEPGTM 126 
BmoBTub4 PRRAVMVDLEPGTMD 126 
BmoBTub3 PRAILLDLEPGTMDA 132 
PraTub CDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMNTYSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVINOL 192 
BmoBTubl | L 192 
BmoBTub2 192 
BmoBTub4 192 
BmoBTub3 198 
PraTub ENTDETYCIDNEALYDICFRTLKLEEPTYGDLNHLVS&TM KDA 258 
BmoBTubl | PTYGDLNHLVS TM KEA 258 
BmoBTub2 | | 、 258 
BmoBTub4 savcprwgrvsgr roa 258 
BmoBTub3 > GVTTCLRF PGQLNADLRIEIVNMV 264 
PraTub 324 
BmoBTubl 324 
BmoBTub2 324 
BmoBTub4 324 
BmoBTub3 7 330 
PraTub ge TF IGNSTAIQELFKRISEQFTAMFR 390 
BmoBTubl 0 L TFIGNSTAIQELFKRISEOFTAMFR 390 
BmoBTub2 Q | TF ICNSTATOELFKRISEOFTAMFR 390 
BmoBTub4 { TONKNSSYFVEWIPNNVKTAVCDIPPRGLKMŠ 390 
BmoBTub3 EVDEUML@IONKNSSFFVEWI PNNVKTAVCDI PPKGLKMSET F IGNTTAIQELFKRISEQFSAMFR 396 
PraTub 7 EAESNMNDLVSEYOOYOR, Deg: DEER RDH---- 447 

BmMoBTubl Dba FEES EG EH---- 447 

BmoBTub2 ao DN---- 447 

R E 
BmoBTub4 | P e E -一 一 一 一 446 
BmoBTub3 | ED ToD WADEHHD 457 


图 4 SCR A MAE B 型 微 管 重 日 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 4 Comparison of amino acid sequences of Pieris rapae tubulin and Bombyx mori B tubulin 
缩写 及 基因 序列 信息 见 表 2; 图 5 Jej, Abbreviations and sequence sources as in Table 2. The same for Fig. 5. 
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88 PraTub 
BmoBTubl {0 
TE 
BmoBTub2 a E 
aX 5 
BmoBTub3 ma 
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BmoBTub4 
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BmoATub1 = < 
100 BmoATub2 i 3 
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图 5 SORTER AACE EH RRAIN 


Fig.5 Phylogenetic relationships of tubulins between Pieris rapae and Bombyx mori 
AthTub 为 外 群 。AthTub was used as the outgroup. 


2.2 ”寄生 对 肌 动 蛋白 , 肌 动 蛋白 解 聚 因子 及 微 管 蛋 
白 基 因 转 录 的 影响 

利用 半 定 量 PCR 分 析 了 蝶 肾 金 小 蜂 寄 生 对 其 
ay ESR WL AE A Wa EB RR A FR he E 
日 基因 在 血细胞 中 转录 水 平 的 影响 (图 6)。 寄 生 
12 bh 后 , 肌 动 蛋白 基因 的 转录 水 平 束 开始 下 降 , 随 
后 转录 水 平 随 寄生 时 间 的 延长 变 得 越 来 越 低 , 并 一 
直 持续 到 48 h; 寄生 后 20 h 时 , 肌 动 蛋白 解 聚 因子 
基因 转录 水 平 开 始 下 降 并 一 直 持续 到 48 h; 寄生 后 
16 h 时 , 微 管 生日 基因 转录 水 平 开 始 下 降 并 一 直 持 
续 到 48 h, 


3 讨论 


3.1 See AAA SR SA CDNA 的 克隆 
利用 不 同 物种 之 间 基 因 的 保守 性 ， 并 借助 
GenBank 资源 库 , 获得 其 他 物种 肌 动 蛋白 基因 全 长 
cDNA, 经 过 比 对 该 基因 核酸 序列 , 在 开放 阅读 框 两 
端 设计 简 并 引物 ,克隆 到 了 羔 粉 蝶 肌 动 和 蛋白 基因 
ORF 序列 。 众 多 人 研究 表明 ， 肌 动 和 蛋 日 在 真 核 生物 中 
非常 保守 , 无 论 在 核 车 酸 还 是 氨基 酸 水 平 部 具有 高 
度 的 保守 性 和 相似 性 ( Goodson and Hawse, 2002) , 
死 隆 得 到 的 沫 粉 蝶 肌 动 重 日 基因 与 其 他 昆虫 肌 动 重 
白 基 因 氨 基 酸 序列 相似 性 均 在 90% 以 上 。 肌 动 蛋 
日 在 一 个 物种 中 存在 多 个 基因 ( Carlini et al., 
2000) , 植物 中 有 8 ~44 个 (Reece et al., 1992), fe 
虫 中 最 多 有 6 个 (Fyrberg et al., 1980) , PRRI 
隆 到 菜 粉 蝶 中 的 一 个 亚 型 。 根 据 基因 结构 和 表达 部 
位 , 昆虫 的 肌 动 蛋白 基因 可 分 为 肌肉 型 肌 动 蛋白 和 


Oh 4h 8h 12h 16h 20h 24h 36h 48h 


ACT 


ADF 


TUB 


18S 





图 6 Re MER ar AE ST WLI A ALOE RR A 
Beg SE H E A Fe Se A A 
Fig. 6 RT-PCR analysis of transcripts of actin, actin 

depolymerisation factor and tubulin genes from Pieris rapae 
pupae at different time post parasitization by Pteromalus puparum 
总 RNA 样品 来 自 处 理 后 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 36 和 48 h 的 寄主 
血细胞 ; 18S RNA 为 内 参 。Total RNA samples were extracted from 
haemocytes of hosts at 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 36 and 48 h after 
treatment; 18S RNA was used as the control gene. ACT: 肌 动 蛋白 
Actin; ADF: 肌 动 蛋白 解 聚 因子 Actin depolymerisation factor; TUB: 
微 管 蛋白 Tubulin; 18S; 18S RNA; P: 寄生 Parasitized; NP; 未 寄生 


Non-parasitized. 


细胞 质 型 肌 动 蛋白 , 两 类 型 的 肌 动 蛋白 仅 在 氨基 酸 
序列 的 特定 位 置 有 部 分 氨基 酸 不 一 致 , 肌肉 型 肌 动 
和 蛋 日 所 特有 的 氨基 酸 分 别 为 Asp(3), Ala(5), Ie 
(76), Ala (232), Thr (234), Val (278), Met 


8 期 朱 家 颖 等 : WEE AF AE TSS RF HR A A EA FS S E 839 


(299), Ile (325) 和 Gly (368 ) ( Mounier et al., 
1992) , TERRI R Woh E H EAER J] 
中 ,其 相应 位 置 的 氨基 酸 都 为 其 他 氨基 酸 , 所 以 该 
基因 为 细胞 质 型 肌 动 和 蛋白 , 表明 该 基因 在 细胞 中 表 
达 。 对 昆 忠 肌肉 型 肌 动 蛋白 和 细胞 质 型 肌 动 蛋 日 进 
行 分 子 进 化 分 析 , 它们 分 别 聚 为 两 个 类 群 ,， 荣 粉 蝶 
HEH RAWE EHR, 进一步 证 实 
TERE BI] HI SE A BR L ht E A) 9 n Jot YL od 
AE 

ILa E A i FS AR SEA NR RE ZE 118 ~ 
168 aa 之 间 , BAA THE 13 ~ 19 kDa 之 间 , 5 Se 
序列 具有 ADF-H 结构 域 ( Lappalainen et al., 1998) 。 
TEKE F HI SK A AR L a E O RATEN, 
149 aa, MM EHATE 16.97 kDa, 5’ ymt FE 
ADF-H ŻAR. Wisi ARRAS PALE 4A B 
折 和 县 和 2 个 a 螺旋 , ENN SIE A eR AFSL 
动 重 日 结合 的 关键 部 位 , 构成 这 些 结构 的 氨基 酸 序 
列 在 不 同 物种 间 很 保守 , 这 是 不 同 物种 之 间 肌 动 蛋 
日 解 聚 因子 相似 性 很 高 的 原因 (Lappalainen et al., 
1997) 。 从 米粉 蝶 肌 劲 蛋 日 解 聚 因子 与 其 他 昆虫 肌 
动 重 日 解 聚 因子 的 氨基 酸 序 列 比 对 结果 可 以 看 出 ， 
Se a Woe FRR A FS Bh WL oe HER 
因子 的 相似 性 较 高 , DCE S 端的 ADF-H 结构 域 部 
位 不 同 物种 之 间 的 变化 较 大 。 男 外 ， 肌 动 重 日 解 肾 
因子 N 端的 KKDKK 是 其 与 肌 动 和 蛋 日 结合 的 重要 部 
位 (Agnew et al., 1995) ,克隆 到 的 菜 粉 蝶 肌 动 重 日 
解 罕 因子 中 也 存在 该 氨基 酸 序列 。 

oer BF FE YY Eo, 由 两 个 亚 
基 , Mo-MPEA AM B- 微 管 重 日 组 成 ,为 细胞 骨 织 
的 重要 组 成 成 分 , 在 细胞 运动 、 物 质 转 运 \ 信 息 传递 
以 及 细胞 分 裂 、 分 化 、 基 因 表 达 等 中 发 挥 重要 作用 
(Hammond et al.，2008 ) 。 微 管 和 蛋白 的 每 一 个 亚 基 
都 有 多 个 基因 型 , 且 有 的 基因 型 分 布 在 特定 的 组 织 
中 起 特殊 功能 (Kawasaki et al., 2003 ) 。 通 过 多 序列 
比 对 发 现 , 克隆 到 的 某 粉 蝶 微 管 蛋 日 与 其 他 昆虫 B- 
微 管 和 蛋白 的 相似 程度 比 与 w- 微 管 蛋 白 的 高 ,上 且 分 子 
进化 分 析 也 表明 此 人 处 克隆 到 的 微 管 蛋白 聚 到 B- 微 
BEHR, 5A BmoBTubl 的 进化 程度 最 近 ， 这 
表明 克隆 到 的 羔 粉 蝶 微 管 蛋 昌 为 B- 型 。 人 研究 发 现 ， 
家 看 BmoBTubl 的 分 布 很 广 , 在 家 看 的 各 个 组 织带 
官 中 都 有 (Kawasaki et al., 2003) , 提示 克隆 到 的 菜 
粉 蝶 微 管 重 日 也 分 布 在 血细胞 中 。 
3.2 WRIA ce |e Se ET Se Re BS ARH KSA 
基因 的 转录 调控 

Wii ae A A Gos Se A A A A) EB, 


ILSE Ae RATEALE FRR Ye A 
子 , 它们 参与 到 细胞 分 裂 、 细 胞 运动 、 细 胞 迁移 、 
细胞 形态 维持 、 细 胞 生长 等 生理 事件 中 执行 重要 的 
生理 功能 ， 其 表达 量 的 改变 会 影响 细胞 的 骨架 构 
成 ,而 细胞 骨架 的 改变 则 会 导致 细胞 迁移 \ 粘 附 能 
力 降 低 以 及 伪 足 不 能 形成 等 , 最 终 影响 细胞 免疫 能 
力 (Luna and Hitt, 1992; Qualmann et al., 2000; 朱 
RAS, 2008; Prasain and Stevens, 2009), WR E 
现 , 某 些 寄生 蜂 能 破坏 寄主 血细胞 的 细胞 骨 染 以 破 
坏 寄 主 的 细胞 免疫 反应 ( Webb and Luckhart, 1994; 
Asgari et al., 1997; Richards and Edwards, 2002; 
Amaya et al., 2005; Luo and Pang, 2006a, 2006b) 。 
在 此 基础 上 , 研究 还 证 实 寄生 蜂 能 通过 调控 寄主 细 
胞 骨架 蛋白 基因 的 表达 , 最 终 引 起 寄主 血细胞 细胞 
骨架 的 改变 , 如 : NAER MAE Hyposoter didymator 
的 PDV 能 使 草地 贪 夜 峨 Spodoptera frugiperda 血 细 
胞 中 细胞 质 型 肌 动 重 白 和 微 管 重 白 基因 的 转录 水 平 
下 降 (Barat-Houari et al., 2006); Jz Sti Asobara 
tabida 寄生 能 改变 黑 腹 果 蝇 血细胞 微 管 和 蛋白 85E, 
84D, 84E 和 60D 等 基因 的 转录 水 平 (Wertheim et 
al., 2005) ; 双 斑 侧 沟 芋 蜂 寄生 能 抑制 斜纹 夜 蛾 
Spodoptera litura 血细胞 肌 动 蛋白 的 表达 (Luo and 
Pang, 2006a, 2006b) 。 蝶 肾 金 小 蜂 寄 生 使 其 寄主 莱 
粉 蝶 肾 血 细胞 细胞 质 型 肌 动 蛋白 、 肌 动 重 白 解 限 
子 和 微 管 蛋白 基因 的 转录 水 平 降 低 , 应 该 是 该 蜂 抑 
制 寄 主 集 粉 蝶 血细胞 免疫 反应 的 原因 之 一 。 
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